Evaluation of different concentrations of aqueous extract of Datura Innoxia leaves on mrna levels of apoptotic genes (Bax, Bcl2, Caspase 3, Caspase 9) in K562 cell line by Javanshir, Setare
 
 
 دانشگاه علوم پزشکی 




نامه مقطع کارشناسی ارشد رشته بیوشیمی بالینیپایان  
 
 :عنوان
 بر بیان ژن های آپاپتوزی  اینوکسیاداتوره  گیاه های برگ آبی ی عصاره بررسی اثر
 (Bax ،Bcl-2 در سلول های سرطانی (  9و کاسپاز  3، کاسپازK562 
 :توسط
 ستاره جوانشیر گیو
 
 :اساتید راهنما
دکتر الهام چمنی   |   دکتر غالمعباس محمدی  
 
 :مشاور استاد
 دکتر کاظم دستجردی
 
 1399هارب :سال تحصیلی                                        583:پایان نامه شماره
 
 فهرست مطالب
 صفحه                   عنوان
 
 فصل اول: مقدمه و اهداف
 .Error! Bookmark not defined ............................................ بیان مسئله و اهمیت موضوع ۱-۱
 .Error! Bookmark not defined ........................................................ هدف اصلی طرح ۲-۱
 .Error! Bookmark not defined ....................................................... اهداف فرعی طرح ۳-۱
 .Error! Bookmark not defined .................................................... اهداف کاربردی طرح ۴-۱
 .Error! Bookmark not defined .............................................. فرضیات یا سؤاالت پژوهش ۵-۱
 بررسی متون :فصل دوم
 .Error! Bookmark not defined .................................................................... سرطان ۱-۲
 .Error! Bookmark not defined .............................................. اساس ژنتیکی سرطان ۱-۱-۲
 .Error! Bookmark not defined ........................... نقش اونکوژن ها در ایجاد سرطان ۱-۱-۱-۲
 nedError! Bookmark not defi. ............... در ایجاد سرطان های سرکوبگر تومورنقش ژن ۲-۱-۱-۲
 .Error! Bookmark not defined ................................................. لوسمی میلوئیدی مزمن ۲-۲
 .Error! Bookmark not defined ...... در ایجاد لوسمی میلوئیدی مزمن کروموزوم فیالدلفیانقش  ۱-۲-۲
 .K562 ...................................... Error! Bookmark not definedی سلولی سرطانی رده ۲-۲-۲
 .K562 ................................. Error! Bookmark not definedهای مورفولوژی سلول ۱-۲-۲-۲
 .Error! Bookmark not defined ............................... های رایج لوسمی میلوئیدی مزمندرمان ۳-۲
 .Error! Bookmark not defined .............. درمان لوسمی با روش پیوند سلول بنیادی آلوژنیک ۱-۳-۲
 .Error! Bookmark not defined . تیروزین کینازی هایدرمان لوسمی با بهره گیری از مهار کننده ۲-۳-۲
 .Error! Bookmark not defined .......... نقش شیمی درمانی در درمان لوسمی میلوئیدی مزمن ۳-۳-۲
 Error! Bookmark notهای درمانی مدرن در درمان لوسمیها و عوارض جانبی شیوهمحدودیت ۴-۲
defined. 
 .Error! Bookmark not defined ............ نقش طب سنتی در درمان و طراحی داروهای ضد سرطان ۵-۲
 .Error! Bookmark not defined ..................................... فعالیت ضدتکثیری ترکیبات گیاهی ۶-۲
 Error! Bookmark. های هیستونی، کروماتین و پروتئینDNAمیانکنش متابولیت های گیاهی با  ۱-۶-۲
not defined. 
 .DNA ............................... Error! Bookmark not definedتنظیم در سطح ساختار  ۱-۱-۶-۲
 .Error! Bookmark not defined . میانکنش متابولیت های گیاهی با کروماتین و هیستون ها ۲-۱-۶-۲
 !Error ........ اتصال متابولیت های گیاهی به ساختارهای تلومری و اثر مهار کنندگی آنزیم تلومراز ۲-۶-۲
Bookmark not defined. 
 Error! Bookmark not .. نقش متابولیت های گیاهی در مهار مسیرهای انتقال پیام داخل سلولی ۳-۶-۲
defined. 
 .Error! Bookmark not defined ............ ی سلولیاثر متابولیت های گیاهی بر پیشرفت چرخه ۴-۶-۲
 .Error! Bookmark not defined ................ های آنتی اکسیدانی متابولیت های گیاهیویژگی ۵-۶-۲
 .Error! Bookmark not defined ............................. تأثیر متابولیت های گیاهی بر القای آپاپتوز ۷-۲
 .Error! Bookmark not defined ........................................................ تعریف آپاپتوز ۱-۷-۲
 .Error! Bookmark not defined .................... های اجرایی آپاپتوزکاسپازها به عنوان مولکول ۲-۷-۲
 .Error! Bookmark not defined ....................................................... انواع کاسپازها ۳-۷-۲
 .Error! Bookmark not defined .................................... کاسپازهای آغازگر آپاپتوز  ۱-۳-۷-۲
 .Error! Bookmark not defined .................................... کاسپازهای اجرایی آپاپتوز ۲-۳-۷-۲
 .Error! Bookmark not defined ........................ کاسپازها-مسیرهای اصلی فعال سازی پرو ۴-۷-۲
 !Error ....... ی رسپتورهای مرگ )آپاپتوز خارجی(کاسپاز ها با واسطه-مسیر فعال سازی پرو ۱-۴-۷-۲
Bookmark not defined. 
 Error! Bookmark . ی میتوکندری )آپاپتوز داخلی(کاسپازها با واسطه-مسیر فعال سازی پرو ۲-۴-۷-۲
not defined. 
 .Bcl-2  ........................................... Error! Bookmark not definedی پروتئینی خانواده ۸-۲
 .Error! Bookmark not defined .......................... زیرخانواده ی چند دومین آنتی آپاپتوزی ۱-۸-۲
 .Error! Bookmark not defined ........................... آپاپتوزی-زیرخانواده ی چند دومین پرو ۲-۸-۲
 .Error! Bookmark not defined ..................................................... ی گیاهی داتورهگونه ۹-۲
 .Error! Bookmark not defined ......................... های گیاه شناسی داتوره اینوکسیاویژگی ۱-۹-۲
 .Error! Bookmark not defined ... ی داتوره اینوکسیا و اهداف درمانی آن هامتابولیت های ثانویه ۲-۹-۲
 .Error! Bookmark not defined ................................. یدهاسمیت داتوره و تروپان آلکالوئ ۳-۹-۲
 .Error! Bookmark not defined ............................. خواص آنتی اکسیدانی و فالوونوئیدها ۴-۹-۲
 .Error! Bookmark not defined .......................................... مهار آنژیوژنز و ویتانولیدها ۵-۹-۲
 .Error! Bookmark not defined ....................... سایر مصارف طبی ترکیبات داتوره اینوکسیا ۶-۹-۲
 فصل سوم:مواد و روش ها
 .Error! Bookmark not defined ........................................... استفادهمواد و تجهیزات مورد  ۱-۳
 .Error! Bookmark not defined ............................................... وسایل و مواد مصرفی ۱-۱-۳
 .Error! Bookmark not defined ............................................. تجهیزات مورد استفاده ۲-۱-۳
 .Error! Bookmark not defined ............................................................ محیط مطالعه ۲-۳
 .Error! Bookmark not defined ................................................................نوع مطالعه ۳-۳
 .Error! Bookmark not defined ....................................................... جامعه مورد مطالعه ۴-۳
 .Error! Bookmark not defined ...................................................... روش اجرای مطالعه ۵-۳
 .Error! Bookmark not defined ................................. های داتورهی آبی برگتهیه عصاره ۱-۵-۳
 .Error! Bookmark not defined ..................... هاهای مورد نیاز برای انجام تستتهیه غلظت ۲-۵-۳
 .K562 .......................... Error! Bookmark not definedروش کشت و شمارش رده سلولی  ۳-۵-۳
 .Error! Bookmark not defined ................................................. هاپاساژ سلول ۱-۳-۵-۳
 .Error! Bookmark not defined .................................................. هاسلول فریز ۲-۳-۵-۳
 .Error! Bookmark not defined .................................................. هاذوب سلول ۳-۳-۵-۳
 Viability test) ... Error! Bookmark not)های زنده در سوسپانسیون سلولی صد سلولتعیین در  ۴-۵-۳
defined. 
 !MTT Assay) ...... Errorآزمون کمی سنجش متابولیکی تکثیر سلولی و قابلیت زیست پذیری سلول ) ۶-۳
Bookmark not defined. 
 .Error! Bookmark not defined ................... سنجش آپاپتوز با بهره گیری از روش فلوسایتومتری ۷-۳
 .Real-Time PCR ......... Error! Bookmark not definedبه روش  mRNAبررسی بیان ژن در سطح  ۸-۳
 .Error! Bookmark not defined ......................... ی داتورهبا عصاره K562های تیمار سلول ۱-۸-۳
 .Error! Bookmark not defined ................... تام با استفاده از معرف ترایزول RNAاستخراج  ۲-۸-۳
 .Error! Bookmark not defined ......................... استخراج شده RNAبررسی کیفیت  ۱-۲-۸-۳
 .Error! Bookmark not defined ....................... تام استخراج شده RNAارزیابی کمی  ۲-۲-۸-۳
 .DNase I ........................................ Error! Bookmark not definedتیمار با آنزیم  ۳-۲-۸-۳
 .Error! Bookmark not defined .......................... و واکنش رونویسی معکوس cDNAسنتز  ۳-۸-۳
 .Error! Bookmark not defined ................ مراحل طراحی، تهیه و آماده سازی پرایمرها ۱-۳-۸-۳
۴-۸-۳ Real-Time PCR .................................................. Error! Bookmark not defined. 
 .Error! Bookmark not defined ................................................ روش انجام کار ۱-۴-۸-۳
 .Error! Bookmark not defined .......................................................... نمودار ذوب ۵-۸-۳
 .Error! Bookmark not defined ............................................................... آنالیز آماری ۹-۳
 .Error! Bookmark not defined ................................................ هامشکالت و محدودیت ۱۰-۳
 ها و نتایجفصل چهارم: یافته
 .MTT .............................................. Error! Bookmark not definedنتایج مربوط به تست  ۱-۴
ساعت بر  ۷۲و  ۲۴، ۴۸های نتایج مربوط به اثر مقادیر مختلف عصاره آبی داتوره اینوکسیا در زمان ۱-۱-۴
 .K562 ............................................ Error! Bookmark not definedزیست پذیری رده سلولی 
 K562Error! Bookmark notهای ( عصاره آبی داتوره اینوکسیا بر روی سلولIC50ی غلظت مؤثر )بررس ۲-۴
defined. 
 !Error .. توسط تکنیک فلوسایتومتری K562نتایج مربوط به بررسی القای آپاپتوز و نکروز در رده سلولی  ۳-۴
Bookmark not defined. 
 .Error! Bookmark not defined ......................................... استخراج شده RNAالکتروفورز  ۴-۴
 .Error! Bookmark not defined .............................................................. نمودار تکثیر ۵-۴
 .Error! Bookmark not defined ............................................................... نمودار ذوب ۶-۴
 .Bax ،Bcl2 ،Caspase3 ،Caspase9 .............. Error! Bookmark not definedهای بیان نسبی ژن ۷-۴
 !Error ......... اساعته با داتوره اینوکسی ۲۴پس از تیمار  K562های در سلول Baxبیان نسبی ژن  ۱-۷-۴
Bookmark not defined. 
 !Error ......... ساعته با داتوره اینوکسیا ۴۸پس از تیمار  K562های در سلول Baxبیان نسبی ژن  ۲-۷-۴
Bookmark not defined. 
 !Error ........ ساعته با داتوره اینوکسیا ۷۲پس از تیمار  K562های در سلول Baxبیان نسبی ژن  ۳-۷-۴
Bookmark not defined. 
زمان مورد  ۳های مختلف داتوره در های تیمار شده با غلظتدر گروه Baxمقایسه بیان نسبی ژن  ۴-۷-۴
 .Error! Bookmark not defined ........................................................................ مطالعه
 !Error ....... ساعته با داتوره اینوکسیا ۲۴پس از تیمار  K562های در سلول Bcl2بیان نسبی ژن  ۵-۷-۴
Bookmark not defined. 
 !Error ....... ساعته با داتوره اینوکسیا ۴۸پس از تیمار  K562های در سلول Bcl2بیان نسبی ژن  ۶-۷-۴
Bookmark not defined. 
 !Error ....... ساعته با داتوره اینوکسیا ۷۲پس از تیمار  K562های در سلول Bcl2بیان نسبی ژن  ۷-۷-۴
Bookmark not defined. 
سبی ژن  ۸-۷-۴ سه بیان ن شده با غلظتدر گروه Bcl2مقای زمان مورد  ۳های مختلف داتوره در های تیمار 
 .Error! Bookmark not defined .......................................................................... مطالعه
ساعته با داتوره اینوکسیا ۲۴پس از تیمار  K562های ر سلولد Caspase 3بیان نسبی ژن  ۹-۷-۴
 ................................................................................ Error! Bookmark not defined. 
ساعته با داتوره اینوکسیا ۴۸پس از تیمار  K562های در سلول Caspase 3بیان نسبی ژن  ۱۰-۷-۴
 ................................................................................ Error! Bookmark not defined. 
ساعته با داتوره اینوکسیا ۷۲پس از تیمار  K562های در سلول Caspase 3بیان نسبی ژن  ۱۱-۷-۴
 ............................................................................. Error! Bookmark not defined. 
های مختلف داتوره در سه های تیمار شده با غلظتدر گروه Caspase 3مقایسه بیان نسبی ژن  ۱۲-۷-۴
 .Error! Bookmark not defined .................................................................. زمان مطالعه
ساعته با داتوره اینوکسیا ۲۴پس از تیمار  K562های در سلول Caspase 9بیان نسبی ژن  ۱۳-۷-۴
 ................................................................................ Error! Bookmark not defined. 
ساعته با داتوره اینوکسیا ۴۸پس از تیمار  K562های در سلول Caspase 9بیان نسبی ژن  ۱۴-۷-۴
 ................................................................................ Error! Bookmark not defined. 
 !Error ساعته با داتوره اینوکسیا ۷۲پس از تیمار  K562های در سلول Caspase 9بیان نسبی ژن  ۱۵-۷-۴
Bookmark not defined. 
های مختلف داتوره در سه های تیمار شده با غلظتدر گروه Caspase 9مقایسه بیان نسبی ژن  ۱۶-۷-۴
 .Error! Bookmark not defined ............................................................ زمان مورد مطالعه
 بحث و نتیجه گیری :فصل پنجم
 86 ......................................................................................................... بحث ۵-۱
 .Error! Bookmark not defined .............................................................. نتیجه گیری ۲-۵
 .Error! Bookmark not defined ............................................................... پیشنهادات ۳-۵
 .Error! Bookmark not defined ............................................................................ منابع




 صفحه                                   عنوان
 Error! Bookmark not defined. ....................... هاشیآزما انجام یبرا استفاده مورد مواد :۳-۱ جدول
 Error! Bookmark not defined. ...................... قیتحق نیا در استفاده مورد یهادستگاه: ۳-۲ جدول
 Reverse Transcription ...................... .Error! Bookmark not defined واکنش یاجزا :3-۳ جدول
هایپرا یتوال :3-۴ جدول هت مر  به β-actin ژن و  Bax، Bcl-2، Caspase3، Caspase 9 یهاژن ریتکث ج
 Error! Bookmark not defined. ....................................................... یداخل کنترل ژن عنوان
 time PCR-Real ............................... .Error! Bookmark not defined واکنش یاجزا: ۳-۵ جدول
 Time PCR-Real ....................... .Error! Bookmark not defined واکنش ییدما برنامه: ۳-۶ جدول
 Error! Bookmark notساعت ۷۲ و ۲۴ ،۴۸ یهازمان در اینوکسیا داتوره( IC50) مؤثر غلظت:۴-۱ جدول
.defined 
 
 فهرست تصاویر 
  صفحه                                   عنوان
 Error! Bookmark not defined. ...................................... ایالدلفیف کروموزوم ساختار: 2-1 شکل
 562K ................................................. .Error! Bookmark not defined یهاسلول: 2-2 شکل
 Error! Bookmark not defined. .............................. [.96] آپاپتوز یخارج ریمس ریتصو: ۲-۳ شکل
 Error! Bookmark not defined. ........................ .[96]آپاپتوز ییایتوکندریم ریمس ریتصو :۲-۴ شکل
 Error! Bookmark not defined. ............................. اینوکسیا داتوره گل و وهیم از یینما: ۲-۵ شکل
 Real Time PCR ........................ .Error! Bookmark not defined واکنش ریتکث یفازها: ۳-۱ شکل
 PIError! Bookmark not و Annexin-V روش یبرا یتومتریفلوسا زیآنال از حاصل جینتا: 4-۱ شکل
.defined 
 28s و 18s rRNA یباندها تیرو و هانمونه از شککده اسککتخراج RNA الکتروفورز از پس آگارز ژل: ۴-۲ شکککل
rRNA. ......................................................................... .Error! Bookmark not defined 
  actin-β................. .not definedError! Bookmark و Bax یهاژن ریتکث به مربوط نمودار :۴-۳ شکل
 actin-β ................ .Error! Bookmark not defined و 2Bcl یهاژن ریتکث به مربوط مودارن: ۴-۴ شکل
 actin-β .......... .Error! Bookmark not defined و 3Caspase یهاژن ریتکث به مربوط نمودار :۴-۵ شکل
 actin-β .......... .Error! Bookmark not defined و 9Caspase یهاژن ریتکث به مربوط نمودار :۴-۶ شکل
 Bax.Error! Bookmark not ژن Real-Time PCR واکنش محصول ذوب نمودار ریتصو :۴-۷ شکل
.defined 
 Bcl2.Error! Bookmark not ژن Real-Time PCR واکنش محصول ذوب نمودار ریتصو: ۴-۸ شکل
.defined 
 Caspase3.Error! Bookmark not ژن Real-Time PCR واکنش محصول ذوب نمودار ریتصو: ۴-۹ شکل
.defined 
 Caspase9.Error! Bookmark not ژن Real-Time PCR واکنش محصول ذوب نمودار ریتصو :۴-۱۰ شکل
.defined 





 فهرست نمودارها 
  صفحه                                   عنوان
 562K.Error! Bookmark not یهاسلول یریپذ ستیز بر اینوکسیا داتوره یآب عصاره اثر:۴-۱ نمودار
.defined 
 داتوره عصکککاره یهاغلظت با سکککاعته ۲۴ ماریت از پس Bax یپروآپاپتوز ژن ینسکککب انیب زانیم :۴-۲ نمودار
 ،: ◊DOX، ۰۵/۰< P* :، ۰۱/۰ < P :∞، ۰۰۱/۰ < P: نیسککیدوکسککوروب. DOX و( mg/ml۰-۱) اینوکسککیا
 Error! Bookmark not defined. ............................... .اندشده گزارش Mean±SD صورت به هاداده
 داتوره عصکککاره یهاغلظت با سکککاعته ۴۸ ماریت از پس Bax یپروآپاپتوز ژن ینسکککب انیب زانیم :۴-۳ نمودار
 ،: ◊DOX، ۰۵/۰< P* :، ۰۱/۰ < P :∞، ۰۰۱/۰ < P: نیسککیدوکسککوروب. DOX و( mg/ml۰-۱) اینوکسککیا
 Error! Bookmark not defined. ............................... .اندشده گزارش Mean±SD صورت به هاداده
 داتوره عصکککاره یهاغلظت با سکککاعته ۷۲ ماریت از پس Bax یپروآپاپتوز ژن ینسکککب انیب زانیم :۴-۴ نمودار
 ،: ◊DOX، ۰۵/۰< P* :، ۰۱/۰ < P :∞، ۰۰۱/۰ < P: نیسککیدوکسککوروب. DOX و( mg/ml۰-۱) اینوکسککیا
 Error! Bookmark not defined. ............................... .اندشده گزارش Mean±SD صورت به هاداده
سب انیب زانیم :۴-۵ نمودار  مورد زمان سه در داتوره مختلف یهاغلظت با شده ماریت یهاگروه در Bax ژن ین
 P* :، ۰۱/۰ < P :∞، ۰۰۱/۰ < P◊ :(. .................. .Error! Bookmark not defined >۰۵/۰ (مطالعه
 عصککاره مختلف یهاغلظت با سککاعته ۲۴ ماریت از پس 2Bcl یضککدآپاپتوز ژن ینسککب انیب زانیم: ۴-۶ نمودار
 > DOX، ۰۵/۰< P* :، ۰۱/۰ < P :∞، ۰۰۱/۰: نیسککیدوکسککوروب. DOX و( mg/ml۰-۱) اینوکسککیا داتوره
P◊ :، صورت به هاداده Mean±SD اندشده گزارش. ....................... .Error! Bookmark not defined 
 عصککاره مختلف یهاغلظت با سککاعته ۴۸ ماریت از پس 2Bcl یضککدآپاپتوز ژن ینسککب انیب زانیم: ۴-۷ نمودار
 > DOX، ۰۵/۰< P* :، ۰۱/۰ < P :∞، ۰۰۱/۰: نیسککیدوکسککوروب. DOX و( mg/ml۰-۱) اینوکسککیا داتوره
P◊ :، صورت به هاداده Mean±SD اندشده گزارش. ....................... .Error! Bookmark not defined 
 عصککاره مختلف یهاغلظت با سککاعته ۷۲ ماریت از پس 2Bcl یضککدآپاپتوز ژن ینسککب انیب زانیم: ۴-۸ نمودار
 > DOX، ۰۵/۰< P* :، ۰۱/۰ < P :∞، ۰۰۱/۰: نیسککیدوکسککوروب. DOX و( mg/ml۰-۱) اینوکسککیا داتوره
P◊ :، صورت به هاداده Mean±SD اندشده گزارش. ....................... .Error! Bookmark not defined 
 مورد زمان سه در داتوره مختلف یهاغلظت با شده ماریت یهاگروه در 2Bcl ژن ینسب انیب زانیم :۴-۹ نمودار
 Error! Bookmark not defined. .......................................................................... مطالعه
 داتوره عصککاره مختلف یهاغلظت با سککاعته ۲۴ ماریت از پس  3Caspase ژن ینسککب انیب زانیم: ۴-۱۰ نمودار
 ،: ◊DOX، ۰۵/۰< P* :، ۰۱/۰ < P :∞، ۰۰۱/۰ < P: نیسککیدوکسککوروب. DOX و( mg/ml۰-۱) اینوکسککیا
 nedError! Bookmark not defi. ............................... .اندشده گزارش Mean±SD صورت به هاداده
 داتوره عصککاره مختلف یهاغلظت با سککاعته ۴۸ ماریت از پس  3Caspase ژن ینسککب انیب زانیم: ۴-۱۱ نمودار
 ،: ◊DOX، ۰۵/۰< P* :، ۰۱/۰ < P :∞، ۰۰۱/۰ < P: نیسککیدوکسککوروب. DOX و( mg/ml۰-۱) اینوکسککیا
 Error! Bookmark not defined. ............................... .اندشده گزارش Mean±SD صورت به هاداده
سب انیب زانیم :۴-۱۲ نمودار صاره یهاغلظت با ساعته ۷۲ ماریت از پس  3Caspase ژن ین سیا داتوره ع  اینوک
(mg/ml۰-۱ )و DOX .نیسککیدوکسککوروب :DOX، ۰۵/۰< P* :، ۰۱/۰ < P :∞، ۰۰۱/۰ < P◊ :، به هاداده 
 Error! Bookmark not defined. .......................................... .اندشده گزارش Mean±SD صورت
 سککه در داتوره مختلف یهاغلظت با شککده ماریت یهاگروه در  3Caspase ژن ینسککب انیب زانیم: ۴-۱۳ نمودار
 P* :، ۰۱/۰ < P :∞، ۰۰۱/۰ < P.)◊ : ...... .Error! Bookmark not defined >۰۵/۰) مطالعه مورد زمان
 داتوره عصککاره مختلف یهاغلظت با سککاعته ۲۴ ماریت از پس  9Caspase ژن ینسککب انیب زانیم :۴-۱۴ نمودار
 ،: ◊DOX، ۰۵/۰< P* :، ۰۱/۰ < P :∞، ۰۰۱/۰ < P: نیسککیدوکسککوروب. DOX و( mg/ml۰-۱) اینوکسککیا
 Error! Bookmark not defined. ............................... .اندشده گزارش Mean±SD صورت به هاداده
 داتوره عصککاره مختلف یهاغلظت با سککاعته ۴۸ ماریت از پس  9Caspase ژن ینسککب انیب زانیم :۴-۱۵ نمودار
 ،: ◊DOX، ۰۵/۰< P* :، ۰۱/۰ < P :∞، ۰۰۱/۰ < P: نیسککیدوکسککوروب. DOX و( mg/ml۰-۱) اینوکسککیا
 Error! Bookmark not defined. ............................... .اندشده گزارش Mean±SD صورت به هاداده
 داتوره عصککاره مختلف یهاغلظت با سککاعته ۷۲ ماریت از پس  9Caspase ژن ینسککب انیب زانیم :۴-۱۶ نمودار
 ،: ◊DOX، ۰۵/۰< P* :، ۰۱/۰ < P :∞، ۰۰۱/۰ < P: نیسککیدوکسککوروب. DOX و( mg/ml۰-۱) اینوکسککیا
 Error! Bookmark not defined. ............................... .اندشده گزارش Mean±SD صورت به هاداده
 سککه در داتوره مختلف یهاغلظت با شککده ماریت یهاگروه در  9Caspase ژن ینسککب انیب زانیم: ۴-۱۷ نمودار




 فهرست ضمائم و پیوست ها
  صفحه                                   عنوان
 Error! Bookmark not defined. ................ ( ترایزولMSDS) برگه اطالعات ایمنی پیوست شماره یک:
 Error! Bookmark not defined. .................... ( آگارزMSDSبرگه اطالعات ایمنی )پیوست شماره دو: 
 Error! Bookmark not defined. ................ ( کلروفرمMSDSبرگه اطالعات ایمنی ) پیوست شماره سه: 
 Error! Bookmark not defined. ..... ( اتیدیوم برومایدMSDSبرگه اطالعات ایمنی )پیوست شماره چهار:  







 هانوشتهفهرست کوتاه 
Abbreviations 
ABL Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1 
ABTS 2,2´ -azino-bis-(3-ethylbenzo thiazoline-6-sulfonate) 
Apaf-1 Apoptotic Protease activation factor-1 
BCR Breakpoint cluster region 
CARD Caspase recruitment domain 
Caspase Cystein-Aspartete Proteases 
Cdk Cyclin dependent kinase 
CDKI Cyclin dependent kinase inhibitors 
CML Chronic Myelogenous Leukemia 
DED Death effector domain 
D. innoxia Datura innoxia 
DISC Death-inducing signaling complex 
DMSO Dimethyl sulfoxide 
DPPH 2,2 –diphenyl-hydrazyl 
FBS Fetal Bovine Serum 
HCT15 Human Colon adenocarcinoma 
MTT 3-(4,5 dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide 
NF-kB Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 
Ph Philadelphia chromosome 
TNF-α Tumor Necrosis Factor-alpha 




 یردهبنیادی خون ساز از  یهاسلولنوع سرطان پیشرفته  ترینیعشالوسمی میلوئیدی مزمن  مقدمه و اهداف:
خونی است که به علت داشتن  یهاسلولاریتروئیدی از  یردهیک  K562سلولی  یردهگرانولوسیتی است. 
محسوب  CMLکروموزوم فیالدلفیا و کسب مقاوت ذاتی نسبت به آپاپتوز، به عنوان شاخصی برای بیماری 
 ترکیبات پلی فنولی و . داتوره اینوکسیا گیاهی متعلق به خانواده سوالنسه بوده که به واسطه داشتنشودیم
تقابل ترکیبات  هاییسممکانآلکالوئیدی دارای خاصیت ضد سرطانی است. با توجه به اینکه یکی از مهمترین 
هدف از این مطالعه بررسی مکانیسم ، باشدیمسرطانی، القای آپاپتوز توسط این ترکیبات  یهاسلولگیاهی با 
، Baxآپاتوزی  یهاژنبر میزان بیان  یرتأثیق ، از طرداتوره یهابرگعصاره آبی  مولکولی آپاپتوز القا شده توسط
Bcl2 ،Caspase 3  وCaspase 9  یهاسلولدر K562 .بود 
شد و پس از حل کردن در آب مقطر به نسبت تهیه پودر داتوره اینوکسیا با روش فریز درایر  یهابرگاز روش اجرا: 
پس از مواجهه این سلولها  K562 یهاسلولاثرات عصاره آبی داتوره اینوکسیا بر . ، عصاره آبی تهیه گردید۱۰ به ۱
اثرات ضدتکثیری  .مورد ارزیابی قرار گرفت ساعت ۷۲و  ۴۸، ۲۴مختلف عصاره و برای مدت زمان  یهاغلظتبا 
ارزیابی شد. سپس میزان آپاپتوز القا شده توسط تکنیک  MTTبه روش  هاسلول زنده ماندنمیزان  عصاره داتوره بر
 بررسی گردید. Real-Time PCRآپاپتوزی با  یهاژنفلوسایتومتری و درمرحله آخر میزان بیان نسبی 
 یهاسلول( عصاره آبی داتوره، تکثیر mg/ml ۱ ،۸/۰ ،۶/۰ ،۴/۰ ،۲/۰) یهاغلظتنتایج نشان داد که  :هایافته
K562  را در یک رفتار وابسته به غلظت و  هاآن زنده ماندنساعت مهار کرد و میزان  ۷۲و  ۴۸، ۲۴ یهازمانرا در
ساعت انکوباسیون، نیمی از  ۷۲عصاره آبی داتوره پس از  ( کاهش داد.>P ۰۰۱/۰زمان، به طور معناداری )
تغییر چندانی  Baxداتوره، بیان عصاره ساعته با  ۲۴پس از تیمار  (.mg/ml ۶/۰= IC50را از بین برد ) هاسلول
نسبت به گروه کنترل کاهش یافت  هاغلظتدر تمامی  Bcl2بیان . در حالی که در این زمان، نیافت
(۰۰۱/۰P< افزایش بیان .)Caspase 3  در غلظتmg/ml ۶/۰  داتوره از نظر آماری معنی دار نبود و غلظت
mg/ml۱ بیان داتوره ،Caspase 9 ۰۰۱/۰برابر افزایش داد ) ۱۰نترل را نسبت به گروه کP< ساعته  ۴۸(. تیمار
(. >۰۱/۰P) نسبت به گروه کنترل گردید mg/ml ۶/۰در غلظت  Baxبا داتوره، منجر به افزایش بیان دو برابری 
و  Caspase 3(. بیان ژن >۰۰۱/۰P) نسبت به گروه کنترل کاهش یافت هاغلظتدر تمامی  Bcl2بیان ژن 
Caspase 9  غلظت درmg/ml ۱  ساعت از نظر آماری افزایش چشم گیری را نشان داد ۴۸داتوره، پس از 
(۰۰۱/۰P< یهاژنساعته، بیان  ۷۲(. پس از تیمار Bax  وBcl2  داتوره نسبت به گروه  یهاغلظتدر تمامی
ر این زمان د را Caspase 9 و Caspase 3داتوره، بیان  mg/ml۱کنترل به ترتیب افزایش و کاهش یافت. غلظت 
 (.>۰۰۱/۰Pبرابر کرد ) ۸و  ۶/۴به ترتیب 
بتواند از طریق داتوره اینوکسیا گیاه  یهابرگاین امکان وجود دارد که عصاره آبی استخراج شده از  نتیجه گیری:
به سمت مرگ برنامه ریزی شده، در از  هاسلولو هدایت این  K562 یهاسلولآپاپتوزی در  یهاژنالقای بیان 
 سرطانی نقشی مفید ایفا کند. یهاسلولبین بردن 




Background and Objectives: Chronic myeloid leukemia is a malignant proliferation of 
hematological stem cells granulocytic lineage.k562 cell line is an erythroid lineage of blood cells 
that is known as an indicant for CML.due to possess of Philadelphia chromosome, this cells obtain 
inherent resistance of apoptosis.Datura innoxia is one of the species of solanaceae family which 
due to comprises phenolic and alkaloid compounds has anticancer properties.apoptosis is the 
most important mechanism of herbal derivatives for eradicate malignant cells.this study purpose 
was to clarify the molecular mechanism of induced apoptosis of D.innoxia in K562 cells through 
Bax, Bcl-2, caspase3, caspase9 gene expression. 
Methods: Datura innoxia leaves turned into dried powder with freeze dryer.the solution of dried 
powdered leave was prepared 10% w/v in water.The effects of D.innoxia leaves aqueous extract 
were evaluated by the proliferation of K562 cells assessing in the presence of various extract 
concentrations (0, 0.4, 0.6, 1mg/ml) for 24, 48, 72 hour incubation periods.cell viability was 
measured with MTT assay.finally, induced apoptosis rate and relative gene expression were 
evaluated with flowcytometry and Real-time PCR, respectively. 
Results: Various concentration of aqueous extract of D.innoxia leaves decreased cell viability of 
K562 cells in a dose and time-dependent manner.the IC50 of D.innoxia leaves aqueous extract 
was determined 0.6mg/ml for 72h incubation time.results indicated the down-regulation of Bcl2 
following treatment with D.innoxia in comparison with control.Bax was significantly 
overexpressed upon increasing of the extract concentration and incubation time.along with 
increasing D.innoxia up to 1mg/ml after 72h treatment, the caspase 3 mRNA expression was also 
significantly increased by 4.6 fold compared to the control. Caspase 9 expression increased in 0.6 
 
mg/ml of D.innoxia in comparison with the control up in order to reach 3.78 fold after 72h 
incubation.caspase 9 expression significantly upregulated (8.046 fold compared to control) by 
passing 72h from treatment with 1 mg/ml of D.innoxia. 
Conclusion: It is possible that aqueous extract of D.innoxia leaves can induce expression of 
apoptotic genes in K562 cells and lead to eradicate malignant cells. 
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